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民 虫 血细胞 形态 多 样 ,变异 复杂 ,不 仅 给 血细胞 的 分 类 带 来 困难 ， 而 且 还 影响 对 其 生理 功能 的 研究 
《 侍 贻 玲 ，1982a、1982b)。 为 了 从 细胞 和 分 子 水 平 研 究 各 类 血细胞 的 特性 和 功能 ， 必 须 制备 一 定数 量 
的 ,形态 一 致 的 血细胞 样品 。 因 此 对 昆虫 各 类 血细胞 分 离 技术 的 研究 十 分 重要 ,但 这 方面 的 研究 报道 还 
很 少 (Cook 等 ，1985; Mead 等 ，1986)。 

本 文 作者 在 进行 血细胞 凝集 素 表 面 受 体 的 研究 中 ,利用 Percoll 梯度 离心 技术 从 粘 虫 (Mythimna 
separata) 和 亚洲 玉米 螟 (Osirinia furnacalis) 幼虫 的 血 淋 巴 中 分 离 出 了 浆 血 细胞 (Pplasmatocyte, 
PL )、 颗 粒 细胞 《granulocyte，GR) 和 球形 细胞 (spheruliocyre，SP) 三 种 主要 类 型 的 血细胞 。 分 离 
出 的 血细胞 形态 完整 ,纯度 较 高 ,为 进一步 进行 形态 及 生物 化 学 方面 的 比较 研究 以 及 研究 各 类 血细胞 在 
昆虫 免疫 反应 中 的 作用 提供 了 比较 理想 的 血细胞 样品 。 


材料 和 方法 


昆虫 饲养 ” 粘 虫 按 毕 富 春 (1981) 配 方 饲 养 ;亚洲 玉米 坚 按 膨大 荣 等 (1980) 配 方 饲 养 。 

抗 凝 剂 的 制备 ”基本 按 Mead 等 《1986) 方法 配制 ,但 略 加 修改 ,添加 1% (V/V) 的 饱和 葵 基 硫 
脲 。 

Percoll 连续 梯度 的 制备 ”参照 Mead 等 (1986) 方 法 并 作 改 动 。 所 有 玻璃 器 严 均 在 洗 液 中 浸泡 过 
夜 ， 流 水 冲洗 干 着 后 用 蒸馏 水 或 无 苗 水 洗 数 次 ， 高 温和 干燥 ; 塑料 器 血 则 用 自来水 洗 净 后 再 用 灭 菌 水 洗 
深 。 509% Percoll 梯度 需要 抗 餐 广 1.Percoll 及 水 按 1:4.5:4.5 的 比例 制备 。 用 日 本 产 Hitachi 20- 
PR-52D 型 自动 高 速 冷 冻 离 心机 及 RPR-20-3-706 转 头 ,在 4% 2Xx10'rpm 离心 22 分 钟 制备 连续 梯 
度 。 试 验 了 从 30% 到 85% 的 梯度 以 确定 较 合 适 的 分 离 梯度 。 对 照管 加 15 微 升 密度 标记 珠 ， 其 它 条 
件 与 宰 度 管 相同 。 

血细胞 的 分 离 ” 取 末 龄 幼虫 用 蒸馏 水 洗 2 次 后 于 滤纸 上 吸 干 体 表 水 份 ， 前 去 一 腹 足 使 血 淋 巴 自动 
滴 入 含 0.6 毫升 抗 凝 剂 i 的 玻 管 中 ,二 倍 稀释 后 取 1 毫升 加 于 预先 制备 的 Percoll 梯度 上 ,4°C 750 
rbn 离心 20 分 钟 。 

血细胞 的 收取 ”制备 18 厘米 长 玻璃 毛细 管 ,上 部 内 径 3 毫米 ;下 部 内 径 约 0.1 毫米 ;将 此 毛细 管 
用 二 甲 基 氧 化 硅 涂 硅 ”后 取出 各 层 血 细胞 进行 离心 洗 潍 。 

血细胞 形态 观察 用 Olympus BH-2 显微镜 。 


结果 和 讨论 
粘 虫 和 亚洲 玉米 蝇 幼 虫 的 血细胞 类 性 已 有 报道 。 程 振 衡 (1964) 和 刘 尝 乐 等 (1964) 认 为 粘 虫 幼 虫 血 
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细胞 可 分 为 7 或 8 个 类 型 ; 梁子 才 等 (1991 ) 观 察 到 亚洲 玉米 蚜 幼 虫 的 5 类 血细胞 。 对 这 两 种 幼虫 各 类 
血细胞 的 分 离 研 究 尚 无 报道 。 

在 分 离 研 究 中 ,试验 了 从 30% 到 85% 的 梯度 以 确定 较 适宜 的 Percoll 密度 梯度 。 对 粘 虫 幼虫 血 
细胞 较 适 宜 的 分 离 梯度 为 55% Percoll， 对 亚洲 玉米 是 幼虫 血细胞 较 适 宜 的 分 离 梯 度 为 509%Percoll。 
在 此 梯度 下 ,可 从 两 种 昆虫 的 血 淋 巴 中 分 离 出 较 纯 的 浆 血 细胞 、 颗 粒 细胞 及 球形 细胞 。 各 类 血细胞 的 纯 
度 见 表 1。 其 中 颗粒 细胞 纯度 最 高 * 两 种 试 虫 均 超过 90%, 球 形 血 细胞 亦 达 88% 及 ys0%, 浆 血细胞 纯 
度 略 低 ， 各 为 80% 和 72%。 

在 55% Percoll 梯度 下 * 粘 虫 幼虫 血细胞 在 离心 答 中 从 顶部 向 下 依次 为 黄色 层 、 比 聚 屋 、 颗 粒 细 
移 层 、 浆 血细胞 层 和 球形 彝 胞 层 。 黄 色 层 中 含有 原生 质 , 凝 衫 层 由 各 类 细胞 聚集 而 成 。 各 层 位 置 与 对 照 
管 中 3 号 标记 珠 ( 学 力 密度 为 1.052g/ml》 的 位 置 相 比 前 3 层 在 3 号 珠 位 置 之 上 ,后 两 层 在 3 号 珠 位 
置 之 下 。 亚 洲 玉米 螟 幼 虫 血 细胞 在 50% Percoll 梯度 中 亦 形 成 5 层 * 但 各 居 的 排列 顺序 及 各 层 之 间 的 
距离 与 粘 虫 的 不 同 , 在 3 号 标记 珠 位 置 之 上 的 为 黄色 层 、 凝 到 层 和 球形 细胞 层 ; 而 颗粒 细胞 层 和 浆 血 细 
胞 层 在 3 号 标记 珠 位 置 之 下 。 

从 离心 后 的 Percoll 梯度 中 回收 各 类 血细胞 的 实验 表明 ， 用 自制 的 “ 涂 侍 ” 玻 璃 毛细 管 回收 效果 较 
好 ,血细胞 的 纯度 及 回收 率 均 较 高 ( 见 表 1)。 


表 1 粘 虫 和 亚洲 玉米 螟 幼 虫 三 种 血细胞 在 分 离 前 后 的 纯度 及 回收 率 




















昆 虫 重 班 胞 类 型 分 网 前 纯度 (9%6》 分 离 后 纯度 (32 六 回收 率 (9%%》 
浆 血 细胞 38 80 
粘 虫 种 粒 细胞 32 y2 53 
球形 幼 胞 16 83 
| 
| 
净 血 细胞 30 72 
亚 沛 玉米 虹 颗粒 细胞 36 94 55 






球形 细胞 8 90 


a， 镜 检 血 淋 区 中 500 个 血细胞 ;计算 各 类 细胞 的 百 分 含 量 。 
b. 镜 检 毛细 管 取出 的 各 层 血 细胞 500 个 ?计算 各 类 细胞 的 百 分 含量 。 
5， 从 梯度 中 取出 的 三 类 细胞 总 和 与 加 于 梯度 上 的 血细胞 总 量 的 百分比 值 。 


由 表 1 可 知 , 这 三 种 血细胞 约 占 两 种 昆虫 血细胞 总 量 的 86% 及 74% ,是 主要 的 租 细 胞 类 型 ; 其 它 
类 型 的 血细胞 数量 较 少 ,梯度 离心 时 ,难以 形成 区 带 , 大 部 分 混 于 凝 从 层 内 ,部 分 破裂 。 

在 回收 血细胞 时 应 特别 注意 两 点 : 一 是 毛细 管 插 人 梯度 之 前 应 排 净 管内 的 空气 ， 否 则 将 会 破坏 已 
形成 的 区 人 融 界 面 * 影 响 细胞 纯度 ;二 是 一 些 区 带 很 弱 , 不 易 看 请 ,毛细 管 插入 的 深度 应 严格 控制 。 

从 Percoll 梯度 中 取出 的 各 层 血 细胞 用 昆虫 生理 盐水 (130mmol/L NaCl, 2mmolfL 和 CI，1mmol/ 
L CaCl;) 离心 洗涤 数 次 以 除去 Percoll, 在 洗涤 过 程 中 细胞 数量 损失 较 多 。Mead 等 (1986) 用 氧化 钠 
溶液 洗 桨 细胞 后 其 图 收 率 仅 为 20 一 30%。 本 实验 改 用 上 述 昆虫 生理 趟 水 或 10 倍 稀释 的 抗 凝 剂 1 号 ， 
洗 次 后 的 回收 率 可 达 35% 左右 。 将 和 尘 次 干净 的 血 细 泡 存 于 含 1% 《V/V) 饱和 葵 基 硫 腺 的 昆虫 生理 
盐水 中 ,8 作 短 时 保存 。 
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